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ABSTRAKT

Byl sledovan vliv ptidavku nizkomolekuldrni kyseliny polymlécné (N _PLA)
k vysokomolekularni kyselin¢ polymlééné (V_PLA) Vv prostiedi kompostu, za ucelem in-
dukce hydrolytickych enzymt degradujicich mikroorganismt a pomnozeni téchto mikroor-
ganismu, coz by dle ptfedpokladu mohlo vést k vymizeni ¢i zkraceni lagové faze vyskytujici
se pfi biodegradaci V_PLA. Byly pfipraveny smési V_PLA s pfidavkem 0 az 20 hmotnost-
nich procent N _PLA a inkubovany pii teploté 58 °C v prostiedi kompostu. Biodegradabili-
ta zkoumanych vzorkd byla hodnocena analyzou CO, pomoci plynového chromatografu.
Vysledky ukazaly, ze lagova faze nebyla ovlivnéna ptidavkem N_PLA a rostouci mira bio-
tato lagova faze je zpusobena spiSe materidlovymi vlastnostmi V_PLA a nikoliv faktory
mikrobiologickymi. V dalsi ¢asti prace byla vyvijena metodika pro sledovani biodegradace

vybranych syntetickych polyesterti pomoci izolovanych ¢istych kmentt mikroorganismd.

Kli¢ova slova: Biodegradace, polymlécna kyselina, polyester, kompost, PBAT, Ecoflex.



ABSTRACT

The effect of low molecular polylactic acid additions on the biodegradation of high
molecular polylactic acid was studied in the compost environment with the intention to test
the possibility of the induction of hydrolytic enzymes and/or the multiplication of degra-
ding microorganisms and the possibility to reduce the typical lag-phase occuring with bio-
degradation pure high molecular polylactic acid. Mixtures of high molecular polylactic acid
with contents of 0 to 20 % of low molecular weight polylactic acid were prepared and in-
cubated at 58 °C in compost. The biodegradation of investigated samples was evaluated
using carbon dioxide analysis by gas chromatography. The results showed that lag-phase
was not affected by the low molecular polylactic acid addition and slightly increased levels
of biodegradation could be explained by the content of molecular weight polylactic acid
only. These findings suggest that the lag-phase was caused most probably by material pro-
perties of high molecular polylactic acid rather than microbiological factors. The next
section was devoted to the development of a methodology enabling the monitoring of bio-

degradation of selected synthetic polyesters using isolated pure strains.

Keywords: Biodegradation, polylactic acid, polyester, compost, PBAT, Ecoflex.
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UvVOD

Cloveék je od nepaméti soutdZivy typ, a tak stale hledd cesty, jak nad piirodou zvité-
zit. A tak postupné dievo nahradil kamenem, kamen nahradil kovem a nakonec kov nahra-
dil plastem, jehoz vlastnosti stale zdokonaluje. S postupem ¢asu a vyvojem spole¢nosti se

lidské naroky zvySuji a tim jsou také zvySovany naroky na tyto materialy.

V poslednich desetiletich jsou syntetické plasty hojné vyuzivané, jakozto obalové
materidly pro 1éCiva, potraviny, kosmetiku, napojové lahve atd., odévni priimysl, na vyrobu
hracek a srozvijejicim se automobilovym primyslem nasly nezastupitelné postaveni i
v tomto oboru. V dne$ni hektické dobé se ¢loveék bez plasti nedokaze obejit. Vlastnosti
jako jsou vodéodolnost, pruznost, pevnost, dlouha Zivotnost, odolnost vii¢i oxidaci, izolac-

ni schopnosti jsou stale vice vyuzivany a vyhledavany.

Clovék si ale postupné zadina uvédomovat, Ze plasty nemize jen bezhlavé vyrabét,
ale také ze musi myslet jak je odstranit po ukonceni doby jejich pouZzivani. Nejjednodussi
moznosti je jejich ulozeni na fizenou sklddku odpadi, ta ovSem neni nafukovaci a
S ohledem na dnes$ni produkci velkého kvanta plastl se tato moznost jevi jako nerealna.
Dalsi moznosti je spalovani, coz ovSem piedstavuje riziko Uniku Skodlivych latek do
ovzdusi. Jednou z nejlépe vypadajicich moznosti se jevi jejich recyklace, avSak plastovy
vyrobek byva Casto po pouziti natolik znehodnocen a poSkozen, Ze je jeho recyklace prede-

v§im z technickych a hlavné finan¢nich diivodi skoro nemozna.

Pocatkem devadesatych let se objevily spekulace o moznosti vyroby plastd, které by
se po svém ,,doslouZeni* zaaly v Zivotnim prostfedi piisobenim pfitomnych organismu
Vv dostate¢né kratké dobé degradovat, a nezanechavaly by Zadné Skodlivé zbytky. Tyto plas-

ty nesou oznaceni biodegradabilni.

Pfedmétem studia této diplomové prace budou komercné se vyskytujici biodegra-
dabilni polymery Ecoflex, PBAT a zejména PLA, u nichz bude provadén experiment bio-

degradace v prosttedi kompostu.
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1 BIOROZLOZITELNE POLYMERY

S pokrocilou technologii a rostouci lidskou populaci nalezly plasty Siroké uplatnéni v
lidském zivoté a pramyslu. AvSak obecné pouzivané plasty, jakoz jsou polypropylen, poly-
etylen, polystyren, polyvinylchlorid a dalsi, jsou v pfirod¢ nerozlozitelné a jejich vzristajici
objem v zivotnim prostiedi pfedstavuje negativni dopad pro nasi planetu. Nékteré kroky
fesici tyto problémy byly jiz podniknuty. Jeden z nich je vyroba plasti s vysokym stupném
biodegradability. Tyto biodegradabilni plasty by mély mit dobré vlastnosti (mechanické,
zpracovatelské, uzitkové), ale hlavné by se mély po ukonceni doby svého pouzivani
v kratkém Case rozlozit v zivotnim prostiedi ptisobenim mikroorganismu bez zbytku $kod-

livych rezidui [1].
Biodegradabilni plasty mohou byt v zavislosti na jejich ptivodu klasifikovany podle:

1) biologického piivodu - jsou vétSinou rozlozitelné v ptirodé a pochazeji
z ptirodnich zdroju (rostliny, zvifata, mikroorganismy) jako napiiklad polysacharidy, pro-
teiny a lipidy. Také zde spadaji polyestery produkované mikroorganismy nebo syntetizova-

né z ,.bio* monomert (PLA).

2) ropného-fosilniho ptvodu - kde patii alifatické polyestery (PCL), aromatické
kopolyestery, PVA, které jsou vyrdbény syntézou monomert ziskanych z petrochemické

rafinace a jsou do ur¢ité miry biorozlozitelné.

Biodegradabilni plasty cCasto tvofi polymerni smés obsahujici uhlik jak

z obnovitelnych zdrojt, tak i ze zdroji neobnovitelnych (fosilnich) [2].

Oproti tradi¢nim plastim maji biodegradabilni plasty napiiklad vyhodu v tom, Ze
zvysuji trodnost pudy (biorozlozitelné folie na zahony), redukuji objem ,,tradi¢nich* plas-
tovych materiald v Zivotnim prostfedi a v neposledni fadé snizuji naklady odpadového
hospodarstvi. TaktéZ mohou byt recyklovany mikroorganismy a jejich enzymy na zakladni

oligomery.

Na obrazku 1. mizeme vidét nékteré ptiklady biodegradabilnich polymerd.
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Obrazek 1. Chemické struktury biodegradabilnich polymert [3]

1.1 Biodegradace polymeru

Charakter biodegradace neni zavisly na ptvodu surovin, ale na chemickém slozeni
polymeri. Polymer mizeme nazvat biodegradabilnim, je-li metabolizovan mikroorganismy
(bakteriemi, kvasinkami, fasami, houbami) v jejich pfirodnim prostiedi za vzniku energie,
biomasy, oxidu uhli¢it¢ého nebo metanu v daném casovém obdobi. Biodegradace mize

probihat v aerobnich nebo anaerobnich podminkach.

V aerobnich podminkdch za pfitomnosti kysliku a mikroorganismi je organicka
hmota (uhlikové fetézce v polymeru) pfeménéna na oxid uhli¢ity, amoniak, sirany, fosfo-
re¢nany, biomasu, vodu a energii. Za hlavni degrada¢ni pochody u aerobni biodegradace se
daji oznacit oxidace a hydrolyza, kterd je dvojiho typu- chemicka a biologicka. Ta se lisi
predevsim v katalyzatorech, pii¢emz chemickou hydrolyzu katalyzuji kyseliny ¢i zasady,

biologicka je katalyzovana enzymy a tudiZ byva oznaCovana také jako enzymaticka.
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Pti anaerobni biodegradaci za nepfitomnosti kysliku je organicka hmota metabolizo-
vana mikroorganismy za vzniku metanu, vody, biomasy a energie. Jednotlivé stupné anae-

robni biodegradace jsou: hydrolyza, acidogeneze, acetogeneze a metanogeneze [6],[7].

1.1.1 Mechanismy biodegradace

Vétsina biodegradabilnich polymert nejsou ve vodé rozpustné. Biodegradace zaci-
na Stépenim fetézce enzymy (lipasami, esterasami) vyluCovanymi mikroorganismy
Vv prostfedi. Oligomery, vzniklé Stépenim polymerniho fetézce jsou poté absorbovany a
metabolizovany mikroorganismy, které ziskdvaji energii z mineraliza¢nich procest produ-
kujici vodu, biomasu, oxid uhli¢ity nebo metan. Biodegrada¢ni proces nezavisi pouze na
aktivit¢ enzymd, je také ovliviiovan vlhkosti, teplotou, svétlem a mnozstvim ptitomného
kysliku. Proto je dilezité vyzkouSet kombinaci riznych faktord prostiedi pro stanoveni

biodegradace konkrétniho polymeru v daném prostiedi [4].

1.1.2 Faze polymerni biodegradace

» Biodeteriorace - vlivem mikroorganismu a/nebo abiotickych faktort dochazi k

odbouravani polymeru na malé ¢asti

» Depolymerizace - pasobenim mikroorganismi a jejich katalytickych latek
(volné radikaly, enzymy) dochézi k §té€peni polymernich molekul na monome-

ry, oligomery a dimery

» Receptory mikrobialnich bun€k rozpoznaji molekuly a ty mohou projit pres
plazmatickou membranu, kdezto nerozpoznané zlstanou v extracelularnim

prostiedi

» Asimilace - v cytoplazmé dochazi k zaclenéni transportovanych molekul do
metabolismu mikroorganismu, kde nastane produkce energie, nové biomasy a

vznik primarnich a sekundarnich metabolitl

» Mineralizace - metabolity jako jsou CO,, CHs, N2, H,O a dalsi soli jsou vylu-

covany do extracelularniho prostedi. [5]
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1.1.3 Faktory ovliviiujici biodegradabilitu polymeru

Chemickeé i fyzikalni vlastnosti polymert maji vliv na mechanismus biodegradace.
Stav povrchu (hydrofobni a hydrofilni vlastnosti), chemicka struktura, molekulova hmot-
nost, teplota skelného ptechodu, bod tani, modul elasticity a krystalicka struktura polymera
maji dilezity vliv pii bidegradacnich procesech. Molekulova hmotnost hraje diilezitou roli
pfi tom, zda-li je dany polymer biodegradabilni, ponévadz urcuje mnoho fyzikalnich vlast-
nosti polymeru. Se vzristajici molekulovou hmotnosti klesd jeho degradabilita. Kromé
toho morfologie polymeru vyrazné ovliviiuje jeho rychlost biodegradace. Stupen krystalini-
ty je zadsadni faktor ovlivilujici biodegradabilitu, jelikoZ enzymy hlavné atakuji amorfni
oblasti polymeru. Molekuly v amorfni ¢asti jsou volné poskladané a tak jsou vice nachylné
k biodegradaci. A naopak krystalicka ¢ast polymeru je vice odolna biodegradaci. Teplota
tani polymeri ma silny dopad na jejich degradaci. Vyssi teplota tani pfedstavuje nizsi bio-
degradaci polymert. Tabulka 1. ndm ukazuje chemickou strukturu alifatického polyesteru,

polykarbonatu, polyuretanu a polyamidu a jejich bod tani.

Tabulka 1. Chemické struktury alifatického polyesteru, polykarbonatu, polyuretanu, poly-

amidu a jejich teploty tani

Nze Strukdura Tm (°C)
Polyester -0-(CH3)s-0O-CO-(CH;)4-CO- 60
Polycarbonate -0-(CH,)4-0-C0O-0-(CH,)4~0-CO- 65
Polyurethane -NH-(CH,)s-NH-CO-0-(CH;),-0-CO- 180
Polyamide -NH-(CH:)s-NH-CO-(CH:)s-CO- 240
Polyamide -NH-(CH,)¢-NH-CO-(CH,):-CO- 265

Alifatické polyestery (esterova vazba —CO-O-) a polykarbonaty (karbonatova vazba

-O-CO0-0-) jsou polymery vlastnici vysoky potencial pro pouziti jako biodegradabilni plas-
ty, jelikoZ jsou nachylné k lipolytickym enzymim a mikrobialni degradaci. Na druhé stran¢
alifatické polyuretany a polyamidy maji vysokou teplotu tani zapfi¢in€nou pfitomnosti

vodikovych vazeb v uretanové ( -NH-CO-0O-) a amidové vazbé ( -NH-CO-) [1].
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2 POLYESTERY

2.1 PLA (Polylactic acid)

2.1.1 Struktura

Zakladni strukturni jednotkou PLA je kyselina mlécna (2-hydroxy propionova kyseli-

na), ktera existuje ve 2 optickych izomerech L+ a D- .

H'D\ /CDOH HO /CDDH
“ N
H “ . CH ; CH : -, H
Li+) kyselina miétna D=} kyselina miétng

Obrazek 2. Optické izomery kyseliny mlé¢né [8]

2.1.2 Vyroba

Kyselina mlécna je v piirodé bézné se vyskytujici kyselina, jenz mize byt ziskana
chemickou syntézou nebo fermentaci. Chemicka syntéza mlécné kyseliny je hlavné zalo-
zena na hydrolyze laktonitril silnymi kyselinami, ktera poskytuje pouze racemickou smés
L+ a D- kyseliny mlé¢né. Zajem o produkci kyseliny mlééné fermentaci vzrostl z divodu
Setrnosti k zivotnimu prostiedi a pouzivani obnovitelnych zdroji. Kromé vysoké specific-
nosti produktu jako je produkce opticky ¢isté L (+) nebo D (-) kyseliny mlé¢né, nabizi bio-
technologicka produkce kyseliny mlééné vyhody ve srovnani s chemickou syntézou jako je

niz8i cena substrati, nizsi reakeni teplota a nizsi spotieba energie.

Poly(laktid) a polymlécna kyselina (PLA) maji stejné chemické slozeni, ale 1isi se od
sebe vyrobnimi postupy. PLA je ziskavana polykondenzaéni reakci z kyseliny mlécné,
ovSem s tou nevyhodou, ze ma nizkou molekulovou hmotnost. Navic polymerace vyzaduje
dlouhou reakéni dobu s kombinaci s vysokou teplotou. Prikopnikem této metody byl Caro-
thers, ktery v roce 1932 zacal timto zpisobem ziskavat PLA. Na druhé strané poly(laktid)
je ziskavan tzv. ROP (ring-opening polymerization) procesem u kterého dochazi

k otevirani laktidového cyklu. Touto metodou je ziskavan polymer s vys$si molekulovou
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hmotnosti. Jak sem jiz podotkl, jedna se o tytéz latky a tak se souhrnné oznacuji jako PLA

[9].

CH;
COOH Dimerization O
lactic acid /I\ o Lactide
HyC o OH HyC
@]

. Ring apening
P
} olycondensation l polymerization
Poly(lactic-acid) Paolylactide
i ?
"9 7
——C—01H —C—

| |
H H

Obrazek 3. Zpusoby ptipravy PLA polymeru [10]

2.1.3 Vlastnosti

Konec¢né vlastnosti jsou ovlivnény pomérem zastoupeni L+ a D- formy, které také
ovlivigji teplotu skelného pfechodu, bod tani, krystalinitu atd. V tabulce 2. mizeme vidét
vybrané mechanicko - fyzikalni vlastnosti PLA polymeru, ktery je vyrabén Americko-

Japonskou spole¢nosti Cargill a nesouci obchodni nazev Natureworks.
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Tabulka 2. Charakteristiky komer¢niho polymeru PLA [3]

PLA
NatureWorks

Hustota [g*cm™] 1,25
Teplota tani [°C] 152
Teplota skelného prechodu [°C] 58
Krystalinita [%] 0-1
Biodegradace *
Mineralizace [%] 100
Propustnost vody [g*m**den] 172

*- kontrolované kompostovani po 60dnii dle normy ASTM 5336

2.1.4 Aplikace

Diky vysoké pevnosti a prithlednosti nachazi PLA Siroké uplatnéni v potravinarském
pramyslu (obaly na potraviny, sacky, napojové lahve, kompostovatelné tasky), v automobi-
lovém primyslu, v zemédé€lstvi (kvétinace, mulCovaci folie), vlakna pro textilni primysl
(vy$si odolnost proti smaceni, UV zafeni a snizena hoflavost). Stale Castéji také nachazi
uplatnéni v medicinskych oborech a to diky jejim dobrym mechanickym vlastnostem, bio-
kompatibilité, biodegradabilité, netoxicité a biosorpci organismem (samovstiebavatelné

stehy)[11].

2.2 Aromaticko-alifatické kopolyestery

Kopolyesterifikaci alifatickych a aromatickych monomeri lze do jisté miry kombi-
novat dobrou biodegradabilitu alifatickych polyesterti s dobrymi mechanickymi vlastnostmi
aromatickych polyestert. Aromaticko - alifatické kopolyestery jsou ziskavany polykonden-

za¢nimi reakcemi alifatickych kyselin (kyselina adipova), aromatickych dikarboxylovych
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kyselin (kyselina tereftalova) s alifatickymi glykoly (1,4-butandiol). Nejznamé&jsim aroma-
ticko-alifatickym kopolyesterem je Ecoflex, vyrabén firmou BASF od roku 1998 [4].

2.2.1 Ecoflex

Struktura

Ecoflex je aromaticko-alifaticky kopolyester skladajici se z kyseliny tereftalové,

kyseliny adipové a 1,4-butandiolu.

-
[»] O [a] o

; [T F i F- 2N Ml , 1
S ICH e —O—C—(CH 4y~ C—O—/m—(CHaly~0—C—{  5—C—0— —n
: T / [

Obrazek 4. Chemicka struktura aromaticko-alifatického kopolyesteru Ecoflex [12]

Vlastnosti

Mechanické vlastnosti Ecoflexu se daji srovnat s vlastnostmi nizkohustotniho poly-
etylenu (LDPE). Filmy z Ecoflexu jsou odolné proti roztrzeni, jsou flexibilni, odolné proti
kolisani vlhkosti, proti vodé a jsou prodysné diky své propustnosti vodnich par. V tabulce

3 lze vidét zakladni vlastnosti materialu Ecoflex.

Tabulka 3. Zakladni vlastnosti materialu Ecoflex

Vlastnost Jednotka Ecoflex
Hustota [g*cm™] 1,25-1,27
Bod tani [°C] 110-115
Teplota skelného piechodu [°C] -30
Prtihlednost [%] 82
Propustnost kysliku [cm®*m™?*d*bar™] 1600
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Aplikace

» Kompostovatelné tasky na organicky odpad - organicky odpad muze byt komposto-
van spolecné¢ s taskou, jelikoz Ecoflex dodrzuje podminky pro kompostovaci pytle,
jako jsou odolnost proti vlhku a ¢as, po ktery ziistava stabilni viici organickému od-

padu.

» Mulcovaci folie - pouziti mulCovacich folii vede k rychlejsi sklizni, vy$§im vyno-
stim a lepsi kvalité trody. Vyhoda pouziti folii z materidlu Ecoflex spociva v tom,
ze po sklizni irody mohou byt spole¢né se zbytky plodin zaorany do pudy, kde se
caste¢né rozlozi.

» Potahované nebo laminatové materialy - zde nachazi Ecoflex vyuziti jako obaly na
napoje, zmrzl¢é potraviny atd., které se po pouziti mohou bez problému zlikvidovat

kompostovanim (s dodrzenim podminek kompostovani).

» Folie na baleni potravin - po ptidavku specidlnich piisad a optimalizovanim vyrob-
nich podminek, 1ze vyrabét prihledné folie, jenz slouzi k baleni potravin, masa, ze-

leniny ¢i ovoce v obchodech .
» Ecoflex s kombinaci biologicky rozlozitelnych piimési (kukuti¢ny nebo bramboro-
vy $krob, PLA) tvoii vhodny obalovy material, ktery se po pouziti da v kompostu

kompletné biologicky rozlozit [13].
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3 STUDIE ZABYVAJICI SE BIODEGRADABILITOU PLA

V praci [14] se zabyvali izolaci termofilni bakterie rozkladajici PLA. Vzorek PLA byl
ve form& 50 um tenkého filmu s primémou molekulovou hmotnosti 47000 g*mol™ dodany
firmou Shimadzu, jenz byl pfed pouzitim oplachnuty 70 % etanolem a ozéfen pod UV.
Lahve obsahujici 5 ml sterilniho mineralniho média a 25 mg filmu PLA byly postupné
smichany s 153 vzorky pid z oblasti Kanagawa (Japonsko) a kultivovany pii 60 °C po do-
bu 1 tydne Vv rotaénim zatfizeni pfi 120 ot./min. Rust bunék byl monitorovan a méfen pii
absorbanci 660 nm na Shimadzu UV 2200 spektrofotometru. Byl izolovan jeden bakterial-
ni kmen, ktery projevoval nejvétsi rlst a ten byl déle aplikovan na degradaci PLA. PLA
byla zfetelné degradovana kmenem 41, ktery je blizky druhu Geobacillus thermocatenulau-
tus, jehoZ optimalni teplota riistu je 60 °C. Byla by to prvni termofilni bakterie rozkladajici

PLA pattici do rodu Geobacillus.

V ¢lanku [15] autofi popisuji zavislost teploty na mineralizaci PLA. K analyze biode-
gradace vysokomolekularni PLA (120000-200000 g*mol™) pouzili respirometrické zatize-
ni. Lahve s obsahem 200 g homogenizované pudy a 1,5 g filmu PLA byly umistény do
vodni lazné s teplotou 28, 40 a 55 °C po 182 dni. Byly pouzity vzorky kukufi¢ného Skrobu
(pozitivni kontrola), polyetylenu (negativni kontrola) a 3 druhy filmu PLA. Celkova mine-
ralizace vzorkd 1 a 2 (oba jsou jednovrstvé filmy PLA) pii 28 °C po 182 denni inkubaci
byla 17 a 20%. Pti 40 °C po 182 dnech inkubace byla mineralizace 25 a 26 %. Pti 55 °C
nastal drasticky nariist mineralizace pfi¢emz u vzorku 1 §lo o 60% mineralizaci a u vzorku
2 0 65 % mineralizaci. U vzorku 3 (tfivrstvy film PLA) byla mineralizace pfi teplotach 28 a
40 °C podobna jako u vzorki 1 a 2, na druhé strané pfti teploté 55 °C nastal narist minera-
lizace aZ na 85 %. Rychlejsi mineralizace 3 vzorku mohla byt ovlivnéna odliSnymi vlast-
nostmi vnéjsich vrstev filmu PLA (vice citlivé na narist teploty). Mineralizace filmu PLA
v podminkach kompostu, ktery udrzuje vyssi teplotu (>50°C) a vlhkost (>50 %) je oc¢eka-
vana rychlejsi nez pii 28 °C (plda v tropickych oblastech).
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Urychlené biodegradaci PLA se vénovali v ¢lanku [16]. Urychlena biodegradace byla
zkouméana z divodu limitovaného poctu mikroorganismi v daném prostiedi schopnych
degradovat PLA. Autofi zjistili, ze degradace vysokomolekularniho filmu PLA (130000
g*mol™) byla urychlena po pidavku 0,1 hmot.% Zelatiny do testovaného vzorku s mikro-
organismy. 95 ze 100 mg vzorku filmu PLA bylo béhem 4 denni kultivace pii 30 °C degra-
dovano kmeny Tritirachium album (eukaryotické mikroorganismy) a Saccharothrix way-
wayandensis (prokaryotické mikroorganismy). Také byly objeveny dalsi ptirodni latky-
peptidy, proteiny a aminokyseliny vyvolavajici produkci enzymti mikroorganismu degradu-
jicich PLA a nasledkem toho urychluji degradaci PLA. Tritirachium album je jediny euka-
ryoticky mikroorganismus schopny degradovat PLA.

Jak jsem jiz predesilal, mikroorganismy degradujici PLA se Vv pfirodnim prostiedi
V hojném poctu nevyskytuji a z toho diivodu PLA malo podléha mikrobidlnimu ataku nez
nékteré ostatni alifatické polyestery. Touto problematikou se zabyvala prace [17], ve které
autofi testovali degradaci PLA vlivem bakterie Bacillus licheniformis. Kmen Bacillus li-
cheniformis byl izolovan z kompostu a skladovan v 20 % etanolu pti -80 °C nez byl pouzit.
PLA byla ve formé dvou tenkych filma a po sterilizaci pod UV vloZzena do Erlenmeyero-
vych lahvi se sterilnim zivnym médiem a inokulovana Bacillus licheniformis a inkubovana
ve tme pii 32 °C po 5 mésicii. Po této dobé Sel u vzorkit PLA pozorovat 60 % ubytek pl-
vodni hmotnosti, to dokazuje, ze bakterie Bacillus licheniformis je schopna biodegradovat
PLA pii 32 °C.

Clanek [18] se zabyva izolaci mezofilni bakterie degradujici PLA. Je pouze malé
mnozstvi izolovanych bakterii schopnych degradace PLA. Patii mezi né: Bacillus brevis,
Geobacillus thermocatenulautus, Bacillus smithii, Bacillus licheniformis a Paenibacillus
amylolyticus. Prvni ¢tyfi se fadi mezi termofilni bakterie a pouze posledni nalezi do skupi-
ny mezofilnich bakterii. Mezofilni bakterie jsou vice pouzitelné pro degradaci PLA v pfi-
rodnim prostedi nez bakterie termofilni a to z divodu teplotnich podminek vyskytujici se

v okolnim prostiedi, zejména v puidach a kompostech.

Z 60-ti vzorku pidy z riznych mist v Koreji byly izolovany Gram-negativni ty¢in-

kovité bakterie patfici do kmene Bordetella petrii. Tato bakterie byla v podminkach kom-
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postu schopna degradovat jak nizkomolekularni PLA, tak i vysokomolekularni PLA. Do-
kazuji to vysledky, kdy pfti 37 °C za 40 dni biodegradace v kompostu byla schopna zmine-
ralizovat 68, 54 a 37 % uhliku ze vzorki PLA (ve form¢ prasku) o molekulové hmotnosti
5000, 1100 a 34000 g*mol™. Ve stejné dobé a za stejnych podminek zmineralizovala 19 %
uhliku ze vzorku PLA (ve formé 0,2mm filmu) o molekulové hmotnosti 256000 g*mol’l.
Daéle v této praci dosli k zavéru, ze mira biodegradace klesa s rostouci krystalinitou PLA,
avSak nejen amorfni ¢ast PLA, ale 1 krystalickd ¢ast PLA byla atakovana mikrobialnimi

enzymy bakterie Bordetella petrii.

Autofi v ¢lanku [19] zkoumali biodegradaci PLA v podminkach aerobniho a anae-
robniho prostfedi v zavislosti na rozdilnych teplotach. Pro aerobni podminky byl pouzit
vzorek PLA (molekulova hmotnost 88000 g*mol™) ve formé granuli. Aerobni biodegrada-
ce byla studovana ve 120 ml lahvich obsahujicich 10 mg vzorku PLA, 50 ml mineralniho
solného roztoku a 0,5 ml mikrobidlniho inokula. Vzorky byly inkubovany pfi konstantnich
teplotach 25, 37, 55 a 60 °C v rota¢ni tiepacce pii 120 ot./min bez piistupu svétla. Mnoz-
stvi vyprodukovaného CO; Vv plynné fazi bylo méteno infratervenym analyzatorem Servo-
mex PA 404. V aerobnich podminkéch a pfti teplotach 25 a 37 °C bylo za 210 dni vyprodu-
kovéano pouze 10% teoretického mnozstvi CO,. Kdezto pfi teploté 60 °C byla mineralizace
nejveétsi, kdy dosahovala hodnoty 90 % béhem 120 dnti. Pfed nastupem mineralizacni faze
byla pozorovana lagova faze kolem 40 dnii pfi teplotach 55 a 60 °C. Pfi anaerobni biode-
gradaci byl pouzit vzorek PLA ve formé& filmu. Anaerobni biodegradace pii 55 °C probiha-
la rychleji nez pii 37 °C, stejné tak, jak tomu bylo i pfi aerobni biodegradaci. Ale
V porovnani mezi sebou probihala mineralizace rychleji v podminkach anaerobnich, kdy pfi
37 °C byla mineralizace uhliku 60 % za 100 dni a pfi teploté 55 °C byla 60 % za 40 dni,
coz miiZze byt zapfi¢inéno tim, Ze kyselina mlé¢na je vhodné&jsi substrat pro anaerobni mik-
rorganismy, nez pro aerobni mikroorganismy. Vysledky dokladaji, ze teplota je klicovy

parametr ovliviiujici biodegradaci PLA.
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V praci [20] se zabyvali biodegradaci polymert v prostfedi kompostu pomoci respi-
rometrického systému, sestaveného dle normy ASTM D5338. Testovany material zde byl
pouzit PLA, pro negativni kontrolu byl pouzit PET a $krobovy prasek byl pouzit pro pozi-
tivni kontrolu. Do bioreaktorti bylo PLA a PET dano ve form¢ lcm x lecm velkych castic.
Respirometricky systém bézel po dobu 63 dni pii teploté 58 °C a relativni vlhkosti 55 %.
Po tuto dobu se PLA rozlozila z 64,2 + 0,5 %, PET z 2,7 £ 0,2 % a Skrobovy prasek z 72,4
+ 0,7 %. MiZeme tedy vidét zna¢ny rozdil v biodegradaci PLA a PET.

V ¢lanku [21] je sledovana biodegradace PCL a PLA v prostfedi kompostu pomoci
MODA analyzatoru, ktery spliiuje pozadavky dle ISO 14855-2. Testovany material PLA
byl dodan v rGznych forméch (kuli¢ky, filmy o tloustce 25 pm, vratné kelimky).Cil této
prace byl sledovat stupné rozkladu testovanych materialti v zavislosti na jejich riznych
velikostech a tvarech. U prasku ptipravené¢ho mechanickym rozruSenim PLA kulicek byla
prokézana zavislost rychlosti rozkladu na velikosti ¢astic. Ukézalo se, ze prasek s velikosti
¢astic v rozmezi 0-125 pm se rozkladal 2 x rychleji nez prasek s velikosti ¢astic v rozmezi

250-500 um. I pies to se do 50 dni vSechny velikosti ¢astic prasku rozlozili z 80%.

U PLA kelimkt byl prokazan vliv tvaru vzorku na rychlosti biodegradace polymeru
v kompostu. Byl pfipraven prasek mechanickym rozruSenim PLA kelimkl a dalSi forma
byly nastifihané platky o velikosti stran 1cm X 1cm. Prasek byl za 30 dnti rozloZen ptiblizné

z 80 %, kdezto platky pottebovaly 100 dnti na to, aby byly rozlozeny z 80 %.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILDIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace je uskutecnit experiment se vzorky PLA o rtizné molekulové
hmotnosti, porovnat biodegradabilitu téchto vzorkl v prostfedi kompostu a ovéfit, zda 1ze
biodegradabilitu ovlivnit vhodnym pomérem nizko a vysokomolekularniho PLA. Snahou
je zjistit, zda pfitomnost nizkomolekularni PLA ma vliv na délku lagové faze pii biodegra-

daci vysokomolekularni PLA.

Navrhnout a experimentalné ovéfit metodiku pokusu, kterym by bylo mozno prokazat
biodegradaci polymerniho materialu Cistym bakterialnim kmenem izolovanym z prostredi

kompostu.
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5 ZIVNA MEDIA, ROZTOKY K JEJICH PRIPRAVE,
PRISTROJOVE VYBAVENI

5.1 Roztoky
Zasobni roztoky pouZité na pripravu minerdlniho média
Roztok A

Pro pfipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 9 g KH;PO,4 a doplnéno destilovanou vodou na

pozadovany objem.
Roztok B

Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 24 g Na,HPO,* 12 H,0 a doplnéno destilovanou

vodou na pozadovany objem.
Roztok C

Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 1 g CaCl,* 2 H,O a doplnéno destilovanou vodou

na pozadovany objem.
Roztok D

Pro piipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 3 g Fe(NH4)2(SO4),* 6 H,O a doplnéno destilova-

nou vodou na pozadovany objem.
Roztok E

Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 10 g Mg(SO4)* 7 H,O a doplnéno destilovanou

vodou na pozadovany objem.
Roztok F

Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 50 g NaCl a doplnéno destilovanou vodou na poza-

dovany objem.
Roztok G

Pro ptipravu 1 | roztoku bylo navazeno 30 g NH4Cl a doplnéno destilovanou vodou na po-

zadovany objem.
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Roztok stopovych prvki

Pro ptipravu 1 I roztoku bylo navazeno:

Y TS0 Ve X YOO 0,043 g
HaB O3 e e e e e e nres 0,057 g
V4310 Yl AL 710 OSSO 0,043 g
(NH4)6M07024* L L T 0,037 g
CO(NOg)g* 3N i 1O TR 0,025 g
(ST @ i o T o 1@ PP 0,040 ¢

Vsechny navazky byly doplnény destilovanou vodou a dikladné promichany.

Mineralni médium

Mineralni médium se pouziva jako zdroj mikrobiogennich, makrobiogennich a stopovych
prvki potiebnych pro Zivotni pochody mikroorganismu.

Pro ptipravu 100 ml mineralniho média bylo pouzito:

ROZIOK A bbbttt 2,0 ml
[0 74 (0] G = T 8,0 ml
ROZEOK ...ttt 1,0 ml
[0 74 (0] TR 1,0 ml
ROZEOK Bt 1,0 mi
[0 74 (0] R 1,0 ml
ROZEOK Gt bbbt 1,0 ml
ROZtOK StOPOVYCH PIVKTL....c.viiiiieiiieiieciie et 0,2 ml

Jednotlivé roztoky byly smichany a doplnény destilovanou vodou na pozadovany objem.

Pak byly sterilizovany v autoklavu pfi teploté 125 °C po dobu 30 minut.
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Fyziologicky roztok:

Pro ptipravu 1 1 roztoku bylo navazeno 8,5 g NaCl a doplnéno destilovanou vodou na po-
zadovany objem. Po promichani roztoku byla provedena sterilizace v autoklavu pfi teploté

125 °C po dobu 30 minut.
Suspendaéni médium

Na ptipravu 100 ml suspenda¢niho média bylo pouzito:

FYZI0l0@ICKY TOZEOK. ... evteiiiiieiieeie ettt ettt st te e e e e sae e e nnes 50 ml
DeStilOVANA VOAQ.......ooiiiiiiiiieeeeeeee e s 50 mi
AN E T (21 ) TSSO 049
BT LT R 0,19

Tyto latky byly smichany, doplnény destilovanou vodou na pozadovany objem a nasledné

sterilizovany v autoklavu pii teploté 125 °C po dobu 30 minut.

Suspenda¢ni médium se pouziva k pifevedeni mikroorganismi napf. z ptdy nebo kompostu

do roztoku.
YEME médium

Na ptipravu 100 média bylo pouzito:

KVaSNICNY @XITAKL.......eiiiiiiiieiie ettt ettt ettt e et e s e b e senas 03¢
MaAltOSOVY @XITAKL....ccuviiiiiiiieciieeiieeee ettt ettt e e e teeesaeeaeessseesaeebeesneeennes 0,39
T 0] (0] o 1SR OPROPRSPIS 03¢
GIUKOSA. ... bbbttt bbbt 109
T T 1 - (01T USSR URSPROSSRUORRIN 349
(€] )3 | PO TSP R PSP PTPTPRVRPRORPN 0,059
T3 PO 0,095 g

Tyto latky byly smichany, doplnény destilovanou vodou na pozadovany objem a sterilizo-

vany pii teploté 125 °C po dobu 30 minut.

TYA médium
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Na piipravu 100 ml média bylo pouzito:
KVaSNICNY @XIIAKL....c.vviiiiiiiieiieiie ettt ettt ettt e e sae et e saseebeesnneensees 0,39
TIYPLON EXIFAKL......eviciieeie et et ease e s re e be e e e nneesreenee e 0,69

Ob¢ latky byly smichany, doplnény destilovanou vodou na pozadovany objem a sterilizo-

vany pii teploté 125 °C po dobu 30 minut.

5.2 Tuhé zivné pudy
TYA agar ( Tryptone yeast agar)

TYA agar je univerzalni zivna piida pouzivana pro kultivaci a stanoveni celkového poctu

mikroorganismi z daného vzorku.

Na pripravu 100 ml zivné pidy bylo navazeno 2,1 g TYA agaru. Po fadném rozmichéni ve
100 ml destilované vody byla provedena sterilizace v autoklavu pii teploté 125 °C po dobu
30 minut. Nasledné po ochladnuti byla Zivna ptda v aseptickém boxu rozlita na Petriho

misky.

Actinomycete isolation agar

Pro ptipravu 100 ml Zivné pudy bylo pouzito:

0T LT Vo= | SRR 2,20
(O o 1 (O] TSRS 0,5 ml

Slozky byly smichany a doplnény destilovanou vodou na pozadovany objem a sterilizova-
ny pii teplot¢ 125 °C po dobu 30 minut. Nasledn¢ po ochladnuti byla zivna puada

Vv aseptickém laminarnim boxu rozlita na Petriho misky.
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Agar s polymerem

Pro piipravu 100 ml zivné ptidy bylo navézeno 2,2 g Powder agaru, 4 mg kvasni¢ného au-
tolyzatu, vse dukladn¢ rozmichano ve 100 ml mineralniho média a pak bylo pfidano 20 ml
ptislusného roztoku polymernich submikroc¢astic. Poté byla provedena sterilizace pfti teplo-
t¢ 125 °C po dobu 30 minut. Nasledn¢ po ochladnuti byla zivna ptida rozlita v aseptickém

laminarnim boxu na Petriho misky.

V moji diplomové praci byly pfipraveny 3 agary s polymery PLA, PBAT a Ecoflex.

5.3 Pouzité kmeny mikroorganismi degradujici dany polyester

Kmen FTPLA - degradujici PLA, vykazuje 99 % podobnost kmeni Thermopolyspora fle-
xuosa DSM 43186

Kmen FTPBAT - degradujici PBAT a Ecoflex, vykazuje 99 % podobnost kmeni Thermo-

monospora curvata JCM 3096

Oba kmeny byly ziskany z diplomové prace V. Pise [11].

5.4 Pouzité polymerni materialy

PLA - vysokomolekularni, dale jen V_PLA , dodana firmou NatureWorks. Hodnota mole-
kulové hmotnosti 160000 g*mol ™. Obsah uhliku 50,0 % [22].

PLA - nizkomolekularni, dale jen N PLA, byla syntetizovana ve spolupraci s laboratoti
Centra polymernich materiald ve Zlin¢ ve skupiné vedenou ing. Vladimirem Sedlafikem,

Ph.D. Hodnota molekulové hmotnosti 34000 g*mol ™.

PBAT - poskytnuty partnerskym pracovistém Blaise Pascal University, Francie (vyrobce
IRe Chemical Ltd. Korea). Obsah uhliku 62,5 % [22].

Ecoflex - dodan firmou BASF spol. s.r.o. ve formé bilych granuli. Obsah uhliku 62,4 %
[22].

Z danych materiali byly ing. Petrem Stloukalem pfipraveny jednotlivé formy zkouSenych

materiala.
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5.4.1 Priprava roztoki polymernich submikrocastic

Tyto roztoky byly pfipraveny pro vSechny druhy zkoumanych polymernich materia-
It a to pro PLA, PBAT a Ecoflex.

Dodany polymerni material Ecoflex se rozpustil v chloroformu. Navazka polymer-
niho materialu Ecoflex byla takova, aby vysledna koncentrace roztoku byla 100 mg* I
Poté se tento ptipraveny roztok smisil s 0,5 % roztokem PVA v poméru 1:4. Oba roztoky
za soucasného chlazeni ledem byly 5 minut homogenizovany. Nasledn¢ byla smés pielita
do odsavaci banky, ktera se uzaviela. Za souasného michani a pii snizeném tlaku docha-
zelo k odtahu rozpoustédla skrz vyvévu. Az doslo k odstranéni veskerého rozpoustédla,
nechal se roztok opét centrifugovat. Poté byl roztok prelit do valce, homogenizovan a zno-

vu centrifugovan. Konecny roztok polymernich submikrocastic Ecoflexu byl nasledné pou-

Zity pro ptipravu agaru s polymerem.

Podobnym zplisobem byly ptipraveny roztoky submikro¢éstic polymert PLA a PBAT.

5.4.2 Priprava praskovych forem pouzitych polymernich materiali

Praskova forma vzorku V_PLA byla pfipravena pomoci vysrazeni. Dodany material
V_PLA byl rozpustén v chloroformu a to v koncentraci 12,5 mg/ml. Poté do roztoku
V_PLA v chloroformu byl z byrety piikapavan nadbytek etanolu ve dvou a pul nasobném
mnozstvi a to celé bylo michano vysokorychlostnim michadlem. Po vzniku srazeniny byla
smés prefiltrovana, nékolikrat promyta etanolem a nechala se stat po 24 hodin v digestofi

z divodu vytékani rozpoustédla a vysuseni vzniklého prasku.

Podobnym zplsobem byly piipraveny praskové formy polymernich materialt
N_PLA, PBAT a Ecoflex.
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5.5 Dalsi materialy pouzité v biodegradacnich testech
Jako substrat byl pouzit vyzraly kompost identicky s praci Vladimira Pise [11].

V biodegradacnich testech byla jako referen¢ni latka pouzita mikrokrystalicka celulo-

sa (Sigma).

Jako pomocny material (zadrzovani vlhkosti, provzdusnéni smési, porovitost smesi)
byl v biodegradacnich testech pouzit perlit, vyroben spole¢nosti AGRO CS a.s. pod na-
zvem Agroperlit. Pied pouzitim byl sterilizovan v autoklavu pii teploté 125 °C po dobu 30

minut.

5.6 Pouzité pristrojové vybaveni
e Plynovy chromatogram Agilent 7890, USA
e Analytické vahy KERN 770, Némecko
e Laboratorni vahy Kern EW 1500-2M, Némecko
e Centrifuga Rotanta 460 R
e Laboratorni autoklav LAM-3-20-MCS-J Sonoclav, Némecko
e Elektricka laboratorni pec LHOOMT
e Tiepacka Promax 1020, Némecko
e Asepticky laminarni box Telstar Bio IT A, Spanélsko
e Elektricka susarna UM 100, Némecko
e Mikrodavkovace Biohit, Finsko
e Plynotésna injekéni stitkacka Hamilton 100ul, USA
e Chladni¢ka Ardo, Ceska republika
e Termostat Memmert, Némecko

Dale bylo pouzito bézné vyuzivané laboratorni sklo a pomucky.
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6 METODIKAA PRACOVNI POSTUPY

6.1 Charakteristika kompostu

U vyzralého kompostu byla sledovana susina a spalitelny podil.

6.1.1 Stanoveni suSiny kompostu

Do vysusené a pfedem zvazené misky byl s piesnosti + 0,0001 g navazen na analy-
tickych vahach kompost. SuSeni probihalo v elektrické susarné pfti teploté¢ 105 °C
do konstantni hmotnosti. Po vysuSeni byla miska s kompostem vlozena do exsikato-
ru, a po vychladnuti na laboratorni teplotu byla zvazena. Stanoveni bylo provedeno

3x vedle sebe. Dle rovnice 1 byla vypo¢tena susina kompostu v procentech.

m m

Sl MV K1 M1 100
mMKl li
m m

S, = M3 100
m MK3 m M3
g_SitS:+S; M)
3
Kde:
S prumérna hodnota suSiny kompostu [%0]
Si123 hodnoty susin v jednotlivych stanovenich [%]
Mmi23  hmotnosti prazdnych misek [a]
Muk 123 hmotnosti misek s navazenym kompostem [a]
Mmvk 12,3 hmotnosti misek s navazenym vysusenym [a]

kompostem
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6.1.2 Stanoveni spalitelného podilu kompostu

Po stanoveni susiny byla miska s vysusenym kompostem vlozZena do pece a zihana
pii teploté 550 °C po dobu 2 hodin. Po vychladnuti v exsikatoru na laboratorni tep-
lotu byla miska zvazena. Stanoveni bylo provedeno 3x vedle sebe. Dle rovnice 2

byl vypocten spalitelny podil kompostu v procentech.

m —m
Spl — MVK1 MS1 -100
My — My,

m —m
sz — MVK2 MS2 100
Myke — My

SP3 — Myvks — Muss 100

Myks —Mys

_ Spy + Spp + Ses

S 3 (2)
Kde:
Sp prumé&rna hodnota spalitelného podilu [%]
Sp123 hodnoty spalitelného podilu v jednotlivych [%0]
stanovenich
Mmi123  hmotnosti prazdnych misek [a]
Mmvk 123 hmotnosti misek s vysusenym kompostem [0]

Mms123 hmotnosti misek se spalenym kompostem [a]
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6.2 Porovnani biodegradace nizkomolekularni a vysokomolekularni

6.2.1

6.2.2

PLA pomoci stanoveni uvolnéného CO,

Biometricka lahev

500 ml sklenéné ldhev o objemu plynné faze 580 ml byla pozita jako bioreaktor.
Kazda ldhev byla opatiend uzavérem s otvorem se septem pro odbér plynné faze.
Pied vlastnim pokusem byly ldhve umyty a sterilizovany v autoklavu pfi teploté
125 °C po dobu 30 minut. Uzavéry byly sterilizovany pod UV zéfenim v aseptic-

kém laminarnim boxu po dobu 20 minut.

Piiprava bioreaktoru
Obsah bioreaktoru
e 5,00 g vlhkého kompostu (7,97 g suSiny ptdy)
e 0-50 mg N/V_PLA
e 5,00 g perlitu
¢ 5,0 ml mineralniho média

Navazka testované latky a celulosy byla navdZzena na analytickych vahach
s presnosti + 0,0001 g a navazka kompostu a perlitu na vahach s ptesnosti = 0,01 g.
Byly pfipraveny 3 paralelni lahve, kde kazda obsahovala smés PLA, tvofenou
100 hmot.% V_PLA a 0 hmot.% N_PLA, 3 lahve obsahujici 95 hmot.% V_PLA a
5 hmot.% N_PLA, 3 ldhve obsahujici 90 hmot.% V_PLA a 10 hmot.% N_PLA,
3 lahve obsahujici 80 hmot.% V_PLA a 20 hmot.% N _PLA a 3 ldhve obsahujici
0 hmot.% V_PLA a 100 hmot.% N_PLA. Slozeni jednotlivych lahvi lze vidét v ta-
bulce 4.

Dale byly pfipraveny 4 slepé pokusy se stejnym slozenim, ale nebyl do nich pfidan
vzorek PLA. 4 lahve s mikrokrystalickou celulosou jako pozitivni kontrola byly

pfipraveny stejnym zplsobem.

Vsechny ldhve byly umistény do termostatu s udrzovanou teplotou 58 °C a ptiblizné
V jednotydennich intervalech byl analyzovan obsah vyprodukovaného CO, a spo-

tfebovaného O,.
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Tabulka 4. Obsah jednotlivych lahvi pii biodegrada¢nim pokusu

Oznaeni | Navazka kompostu | Navazka perlitu | Mineralni médium | V_PLA | N_PLA
lahve [a] [a] [mi] [ma] [ma]

100V+0ON 5,00 5,00 5,0 50,00 0

95V+5N 5,00 5,00 50 47,00 2,50
90V+10N 5,00 5,00 5,0 45,00 5,00
80V+20N 5,00 5,00 50 40,00 10,00
OV+100N 5,00 5,00 5,0 0 50,00

6.2.3 Analyza CO; a O; pomoci plynové chromatografie

Stanoveni mnozZstvi vyprodukovaného CO; a spotfebované¢ho O, pii mineralizaci
testované latky v bioreaktoru bylo provadéno na plynovém chromatografu Agilent 7890.
Vyprodukované mnozstvi CO2 nam slouzi kde stanoveni miry biodegradace testované latky
a mnoZzstvi spotfebovaného O, nam slouzi k hodnoceni respiraéni aktivity mikroorganismil

ptitomnych v bioreaktoru.

Nami pouzivany plynovy chromatograf Agilent 7890 ma v termostatu umisténé 2
napliiové sérioveé zapojené sklenéné kolony o délce 1,829 m. Na prvni koloné, kde byl jako
napln pouzit Porapak Q s velikosti ¢astic 80/100 MESH, dochazi ke stanoveni CO,. Na
druhé kolon¢ s molekulovym sitem 5A s velikosti ¢astic 60/80 MESH, dochazi ke stanove-

ni 02.

Analyza vzorku je zapocata po nastiiku 100 pl vzorku. V ¢ase 0,5 minut doSlo
k pfepnuti ventilu na Porapak Q, na kterém se stanovi CO,. V ¢ase 1,5 minut doslo k pie-
pnuti ventilu na 2.kolonu, na které se stanovi O,. Jako nosny plyn slouzilo helium cistoty
4.6. K ptepinani ventilti slouzil dusik, ktery byl pfivadén z lahve se stlacenym vzduchem.
V tabulce 5 jsou uvedeny zéakladni pracovni parametry plynového chromatografu Agilent
7890.
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K detekci slozek slouzil tepelné¢ vodivostni detektor (TCD). S vyuzitim programu
GC Chemstation metodou piimé kalibrace doSlo k vyhodnoceni signdlu. Pro stanoveni
mnozstvi CO; byla kalibra¢ni kiivka sestavena z analyzy syntetického plynu Linde Tech-

noplyn. Ke stanoveni kalibra¢ni kiivky pro O, byl zméten vzorek vzduchu.

Tabulka 5. Parametry plynového chromatografu Agilent 7890

Parametry Analyza
Injektor 200
Teplota [°C] Termostat 60
TCD detektor 250
Typ Helium
Nosny plyn Pratok [ml/min] 53
Cas [min] 0,5
Piepinani ventilt 15
Plyn Vzduch, N,

6.2.4 ProvzdusSnovani

Po analyze obsahu CO;, a O, Vv bioreaktoru se nechaly biometrické ldhve 20 minut
provzdusnovat pomoci gumovych hadi¢ek napojenych na Cerpadlo. Nejprve vzduch pro-
chazel pres 5SM NaOH, kde dochéazelo k odstranéni atmosférického CO, (viz. rovnice 3).
Poté vzduch ptechazel roztokem 0,25 M Ba(OH); , z divodu kdyby doslo k vy€erpani roz-

toku NaOH, a nasledné pies lahev s destilovanou vodou, pomoci niz se vzduch zvlh¢oval.

CO,+ 2 NaOH— Na,CO3 + H,O (3)
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6.2.5 Zpracovani namérenych dat
Zpracovani naméfenych dat byly pouzity nasledujici vzorce [23] :

Denni produkce uhliku ve formé CO;

Mye = MRC: Tp * 12)/5’0 *w(CO,) * \S/_z * % *1000 @
Kde:
M)c mnozstvi vyprodukovaného uhliku ve forme¢ CO, [mg]
Mc atomarni hmotnost uhliku [g*mol™]
p tlak v okamziku provzdusnovani [kPa]
R molarni plynova konstanta [J*K  *mol™]
T termodynamicka teplota v dob¢ provzdusinovani [K?]
Vg plynny objem biometrické lahve [mi]
Vstvz davkovany objem plynné slozky standardu

respektive vzorku do plynového chromatografu [ul]
Sstvz signal detektoru u standardu respektive vzorku [uV*s]

w(CO,) mnozstvi CO; Vv kalibra¢nim plynu [%]
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Kumulativni produkce uhliku ve formé CO;

Zda-li nedochazi k provzdusiovani testovacich 1ahvi, je kumulativni produkce rov-
na produkci denni. OvSem je-li systém provzdusiovan, je kumulativni produkce uh-

liku ve formé CO, dana vztahem:

Mige (2) = Miye @) +Mgye (2) (5)
Kde:

Mac (2) kumulativni produkce uhliku z aktualniho méfeni [mg]
Maoc (1) kumulativni produkce uhliku z ptedchoziho méfeni [mg]
My (2) denni produkce uhliku z aktualniho méfeni [mg]

Substratova produkce uhliku ve formé CO,

Jde o kumulativni produkci ze systému se vzorky snizenou o produkci uhliku ze

slepych pokustl, tj. o produkci ze samotného kompostu.

Nis)e = Maugev: — Meges (6)
Kde:

NE)c substratova produkce uhliku ve forme¢ CO; [mg]
M)cvz kumulativni produkce uhliku z 1ahve se vzorkem [mg]

Mecsl kumulativni produkce uhliku z ldhve bez vzorku [mg]
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Procentuelni mineralizace uhliku 7z hlediska produkce CO,
n
(s)C
O 7
¢ m.*TC 0
Kde:
Dc procentuelni mineralizace uhliku z hlediska produkce CO, [%0]
Ne)C substratova produkce uhliku ve form¢ CO, [mg]
mc hmotnost testovaného materialu [mg]
TC obsah celkového uhliku v testovaném materialu [%0]
Procentuelni obsah O,V lahvi
w(O,)*S,, .V
%0, = W(O)"Su: Vst 8)
SSt VVz
Kde:
%0, aktualni procento O, obsazeno v lahvi [%0]
w(Oy) obsah kysliku ve vzduchu [%0]
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6.3 PomnoZeni kmene mikroorganismi degradujici dany polyester
Byly pfipraveny lahve o nasledujicim sloZeni:
e 18,0 ml mineralniho média
e 2,0 ml roztoku polymernich submikrocastic (PLA, PBAT, Ecoflex)
e 100 pl kvasni¢ného autolysatu (10 mg/ml)

Po sterilizaci pii teploté 125 °C po dobu 30 minut byly jednotlivé ldhve zaockovany
kmenem FTPLA degradujici PLA a kmenem FTPBAT degradujici PBAT a Ecoflex

a umistény na tfepacku do vodni l4zné s udrzovanou teplotou 58 °C.

6.4 Biodegradace N_PLA, PBAT a Ecoflexu ¢istym kmenem mikroor-
ganismu
Do biometrické 14hve o objemu 500ml se pfipravila nésledujici smés:
e 5,00 g vlhkého kompostu ( 7,97 g susiny vzorku)
e 5,00 g perlitu
e 5,0 ml mineralniho média
Nasledovala sterilizace v autoklavu pfi teploté 125 °C po dobu 30 minut. Poté bylo
pfidano:
e 50 mg zkoumaného polyesteru (N_PLA, PBAT, Ecoflex) sterilizovaného

20 minut pod UV zafenim

e 200 pl kmene FTPBAT (degradujici PBAT a Ecoflex) a 200 pl kmene
FTPLA degradujici PLA suspendovaného v 1 ml fyziologického roztoku.

Navazka zkoumaného polyesteru byla navdZena na analytickych vahach s pfesnosti

+ 0,0001 g. Navazka kompostu a perlitu byla navazena na vahéch s ptesnosti £ 0,01 g.

Celkem byly ptipraveny 3 paralelni série po 3 lahvich v kazdé sérii se zkoumanym

polyesterem.

Rovnéz byly ptipraveny 3 1dhve se slepymi pokusy bez ptfitomnosti zkoumaného po-
lymeru a nezaoCkované kmenem degradujici dany polymer. Takto pfipravené lahve byly

ulozeny do termostatu s udrzovanou teplotou 58 °C a pfiblizné v jednotydennich interva-
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lech byl analyzovan vyprodukovany CO; a spotiebovany O, pomoci plynového chromato-

grafu.

6.5 PomnoZeni kmene mikroorganismu degradujici dany polyester
V riznych tekutych médiich
Do lahve o objemu 250 ml byla pfidana smés obsahujici:
e 25 ml YEME média/ 25 ml TYA média (slozeni viz. 5.1)
e 2 ml roztoku polymernich submikroc¢astic N_PLA / PBAT,

Poté byla lahev zaockovana kmenem mikroorganismi degradujici dany polymer, zis-
kanym z diplomové prace V. Pise [11]. Po opatieni 1ahve michadlem byla lahev uzaviena a
umisténa na michaci zatizeni (750 otacek za minutu) do vodni lazné s udrzovanou teplotou
58 °C. Ve dvoudennich intervalech byla ldhev provzdu$néna otevienim v aseptic-

kém laminarnim boxu po dobu 15 minut.

6.6 Biodegradace N_PLA ¢istym kmenem mikroorganismii degradujici

dany polymer Vv prostiedi sterilniho kompostu

Pied zapocetim pokusu bylo nutné sterilizovat kompost, coz bylo provedeno v nésle-

dujicim cyklu:
e Sterilizace pii teploté 125 °C po dobu 30 minut
e Inkubace 4 dny pii teploté 58 °C
e Sterilizace pfi teploté 125 °C po dobu 30 minut
Tento cyklus byl proveden 3x za sebou.

Nasledné byly pfipraveny 3 série, pficemz kazda série obsahovala 3 lahve.
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SloZeni lahvi v 1.sérii bylo nasledujici:
e 5,00 g sterilniho kompostu (7,79 g suSiny vzorku)
e 5,00 g perlitu
e 50 ml mineralniho média
SloZeni lahvi v 2. sérii:
e 5,00 g sterilniho kompostu (7,79 g suSiny vzorku)
e 5,00 g perlitu
e 50 ml mineralniho média
e 100 mgN_PLA
Slozeni ldhvi v 3. sérii:
e 5,00 g sterilniho kompostu (7,79 g susiny vzorku)
e 5,00 g perlitu
e 5.0 ml mineralniho média
e 100 mg N_PLA

e Zaockovano c¢istym kmenem FTPLA (degradujici dany polyester) suspen-

dovanym Vv mineralnim médiu. Zaockovani probéhlo po sterilizaci.

Navazky N_PLA byly navaZeny na analytickych vahach s ptesnosti + 0,0001 g. Na-

vazky sterilniho kompostu byly navazeny na vahach s presnosti + 0,01 g.

Po nésledné sterilizaci pii teploté 125 °C po dobu 30 minut byly lahve uloZeny do
termostatu s udrzovanou teplotou 58 °C. V pftiblizn¢ jednotydennich intervalech byl
analyzovan obsah vyprodukovaného CO; a spotiebovaného O V jednotlivych lah-

vich pomoci plynového chromatografu.
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6.7 Biodegradace PBAT ¢istym kmenem mikroorganismi degradujici

dany polymer

Byly pfipraveny 3 paralelni série z nichZz kazd4 obsahovala 3 lahve o nasledujicim

sloZeni:
Slozeni 1ahvi v 1. sérii:
e 5,00 g perlitu
e 5,0 ml mineralniho média

e ZaocCkovano 200 pl kmene mikroorganismi FTPBAT, degradujici dany poly-

ester. Zaockovani bylo provedeno po sterilizaci.

Slozeni lahvi v 2. sérii:

e 5,00 g perlitu

e 5,0 ml minerdlniho média

e 100 mg PBAT
Slozeni lahvi ve 3. sérii:

e 5,00 g perlitu

¢ 5,0 ml minerdlniho média

e 100 mg PBAT

e ZaocCkovano 200 pul kmene FTPBAT. Zaockovani bylo provedeno po sterili-

zaci.
Navazky PBAT byly navaZeny na analytickych vahach s ptesnosti = 0,0001 g. Na-
vazky perlitu byly navdZeny na vahach s pfesnosti + 0,01 g.

Po sterilizaci pfi teploté 125 °C po dobu 30 minut byly ldhve uloZzeny do termostatu
s udrZzovanou teplotou 58 °C. V pfiibliznych jednotydennich intervalech byl analyzo-

van obsah vyprodukovaného CO; a spotfebovaného Os.
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7 CHARAKTERISTIKA KOMPOSTU

U pouzivaného kompostu byla stanovena jeho suSina a hodnota spalitelného podilu.
Hodnoty susin kompostu a spalitelného podilu kompostu vypoctené dle rovnice 1 a 2 jsou

znazornény Vv tabulce 6.

Tabulka 6. Hodnoty susin a spalitelného podilu kompostu

Si[% | Sy[% | S3[% | So[%
] ] ] ]

Hodnoty susin kompostu 62,07 | 62,12 | 64,01 | 62,73

Hodnoty spalitelného podilu kompostu 29,51 | 32,30 | 29,92 | 30,54

Ziskana hodnota susSiny kompostu byla pouzita pro piepocet pouzit¢ho mnozstvi kom-

postu v biodegradacnich testech na susinu.
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8 HODNOCENI BIODEGRADACE NIiZKOMOLEKULARNI A
VYSOKOMOLEKULARNI PLA A JEJICH SMESI V PROSTREDI
KOMPOSTU

V ramci této prace byly pfipraveny a vyuzity praskové formy N a V_PLA. Pro kaz-
dou smes, lisici se od sebe riznym zastoupenim hmotnostniho podilu jednotlivych prasko-
vych forem N a V_PLA, byly pfipraveny 3 paralelni biometrické ldhve. Do téchto lahvi
bylo postupné navazeno 0-50 mg N /V_PLA, 5 g perlitu, 5 g vlhkého kompostu a 5 ml
mineralniho média (viz. Tabulka 4). Rovnéz byly pfipraveny 4 paralelni lahve jako slepy
pokus a 4 paralelni lahve s mikrokrystalickou celulosou jako pozitivni kontrola. VSechny

lahve byly uloZeny do termostatu s udrzovanou teplotou 58 °C.

Cilem této prace bylo porovnat rozdily v biodegradaci N_PLA a VV_PLA a zjistit, zda-
li ptidavek N PLA k V_PLA urychli biodegradaci V_PLA a jestli bude mit vliv na pfitom-
nost a délku lagové faze, vyskytujici se pfi biodegradaci V_PLA.

Test bézel po dobu 96 dntl a za tuto dobu, jak je patrné z obrazku 5. byla témét shodna
koneéna biodegradace vzorkit V. PLA a N_PLA, dosahujici 80 %, jenze pribéh jejich mi-
neralizace byl zcela odlisny. Zatimco N_PLA béhem prvnich 34 dnti dosahla biodegradace
46 %, V_PLA vykazovala lagovou fazi a za 34 dnt prakticky nejevila Zadnou biodegrada-
ci (Obrazek 5). Timto se dokazal fakt pfitomnosti lagové faze u V_PLA [24], zapfiC¢inény
patrné tim, Ze nejprve musi dojit k rozstépeni V_PLA na mens$i monomerni a oligomerni
jednotky, které jsou jiz enzymy mikroorganismti schopny rozkladat a vyuzivat jako zdroj

potravy.
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Obrazek 5. Graf biodegradace N_PLA aVV_PLA v prostiedi kompostu

Dale si lze povsimnout, zZe po uplynuti lagové faze u V_PLA (cca 34 dnt1), dosahuje
rychlost biodegradace srovnatelnych hodnot s N_PLA. Je to patrno ze srovnani smérnic
kiivky N_PLA v oblasti 10-30 dne a kiivky V_PLA v oblasti 40-60 dne.

Z obrazku 6. mlUZeme také vidét rychlost biodegradace vzorku pozitivni kontroly,
v nasem piipadé mikrokrystalické celulosy, ktera béhem prvnich 34 dnl pokusu dosahova-

la hodnot biodegradace 66 % a v dob& ukonceni pokusu (96. den) 98%.

V dalsich lahvich byly ptipraveny smési V_PLA a N _PLA, kdy V_PLA tvotila pod-
statnou ¢ast vneseného polymeru a N_PLA byla dodana v piidavku 0-20% hmotnosti vzor-
ku. Ptidavek N_PLA by mohl vést k rychlejsi indukci potiebnych enzymu, ptipadné
k pomnozeni degradujicich mikroorganismu, coz by se mohlo projevit zkracenim, nebo az
vymizenim lagové faze. Kiivky (Obrazek 6.) znazornujici biodegradaci vzorkl jsou témét
paralelni a u V_PLA je tendence k vyssi biodegradaci s vys$§im zastoupenim N_PLA. I po
ptidavku razného mnozstvi N PLA k V_PLA je patrny zlom v rychlosti biodegradace,

ktery nastava po uplynuti lagové faze u V_PLA.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

120

100 A

d

80 - | ! T —

?

60 -

40 - 7

20 |

Dc [%)]

0 a—a—— ———— B
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
t [dny]
—e— Celulosa —=—100% VYS —a— 95% VYS + 5% NIZ
90% VYS + 10% NIZ —— 80% VYS + 20% NIZ 100% NIZ

Obrazek 6. Graf biodegradace vzorki N PLA, V_PLA a jejich smési v prostiedi kompostu

Z obrazku 6. lIze vysledovat, ze po ptidavku rizného mnozstvi N PLA k V_PLA do-
chézi k vyssi biodegradaci, ovSem lagova faze se vyskytuje i nadédle. VSechny tyto smési

N _aV_PLA mély obdobny pribéh mineralizace.

Ucelem tohoto pokusu bylo zjistit, zda lagova faze vyskytujici se u biodegradace
V_PLA neni zpisobena nutnosti pomnozeni degradujicich mikroorganismi, piipadné
opozdénou indukci enzymu mikroorganismi V ptitomnosti pouze V_PLA. Ptidavek
N_PLA by v takovém ptipadé mohl zajistit pomnozeni mikroorganismti a tim také indukci
enzymui mikroorganisma a lagova faze by se mohla zkratit, v lep$im piipadé Gplné vymi-

zet.

Z prezentovanych dat je zfejmé, Ze nedoslo k evidentnimu vymizeni lagové faze u

V_PLA a zvySeni biodegradace V_PLA je zpiisobeno zvySujicim se obsahem N_PLA.

Biodegradace V_PLA bude pravdépodobné ovlivnéna dostate¢nym piistupen enzymu
mikroorganismii k volnym hydrolyzovatelnym vazbam a bude nutné, aby doSlo nejprve
k rozstépeni V_PLA na mensi fragmenty s nizs§i molekulovou hmotnosti, které jiz budou

snadné&ji degradovatelné pfitomnymi mikroorganismy. Je také mozné, ze pro rychlejsi de-
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gradaci V_PLA je nutné vytvoreni vétsiho po¢tu pohyblivéjsich volnych konci polymer-
nich fetézca, které jsou pristupnéjsi pro hydrolytické enzymy.
Pro néazornéjsi hodnoceni biodegradace V. PLA ve smési byl odecten ptidavek

N_PLA ve smési s V_PLA a pro ptehlednost byly hodnoty biodegradace uvedeny do ta-
bulky 7.

Tabulka 7. Hodnoty biodegradace V. PLA po ode¢tu N PLA ze smési

Biodegradace [%0]

90%V_PLA 80%V_PLA

100% 95%V_PLA pouze +10%N_PL pouze +20%N_PL pouze 100%
Cas [dny] V_PLA +5%N_PLA V_PLA A V_PLA A V_PLA N_PLA
4 1,04 1,30 0,85 3,44 2,54 5,75 3,95 8,99
10 1,54 2,33 1,53 4,64 3,02 8,40 5,17 16,11
14 2,43 3,24 2,19 7,14 5,04 10,95 6,75 21,03
20 2,65 4,42 3,05 8,51 5,77 12,83 7,36 27,34
27 5,26 7,10 5,24 11,11 7,39 16,72 9,28 37,20
34 8,01 10,32 7,99 15,19 10,53 21,06 11,74 46,58
45 26,35 27,80 24,36 32,00 25,13 41,15 27,41 68,73
52 34,79 35,31 31,62 39,47 32,09 48,45 33,69 73,81
60 44,53 45,31 41,49 48,87 41,22 58,06 42,76 76,49
67 54,03 55,91 52,03 58,35 50,58 66,82 51,29 77,67
74 62,84 65,62 61,69 67,11 59,25 74,53 58,81 78,60
83 70,59 73,77 69,80 74,82 66,88 82,25 66,38 79,36
96 80,32 82,95 78,90 84,20 76,11 93,17 77,00 80,86

Muzeme vidét, ze v dobé ukoncéeni lagové faze (34 dnu) byla biodegradace V_PLA
ve smesi 95 % V_PLA+ 5 % N_PLA po odec¢tu N_PLA 7,99 %, zatim co ve smési 80 %
V_PLA + 20 % N_PLA po odec¢tu N PLA 11,74 %, z ¢ehoz mizeme usoudit jiz diive
zminovany nepatrny vliv pfidavku N PLA k V_PLA na vymizeni ¢i zkraceni lagové faze.

S ptihlédnutim k chybé méteni se da fict, ze v dobé ukonéeni lagové faze se hodnoty bio-
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degradace V_PLA po ode¢tu N_PLA zjejich smési vyznamné nelis$i od hodnoty biode-
gradace 100 % V_PLA.

Déle byly po kazdé analyze CO, a provzdusnéni lahvi odebirany vzorky pro analyzu
DNA, ktera by méla odhalit dynamiku mikrobialni komunity v prabéhu tohoto experimen-

tu. Vzorky byly v dob¢ odevzdani diplomové prace jesté zpracovavany.
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9 POMNOZENI KMENE MIKROORGANISMU DEGRADUJICI
DANY POLYESTER

Cilem tohoto experimentu bylo pokusit se najit zptisob a ovétit moznost kultivace
¢istého kmene mikroorganismt v tekutém mineralni médiu S ptidavkem roztoku poly-
mernich submikroc¢astic jako jediného zdroje uhliku a pfipravit material pro pokus bio-

degradace polyesteru ¢istym kmenem Vv prostiedi kompostu.

Po 14 dnech inkubace bylo vSech 6 lahvi (vzdy 2 s danym polyesterem a zaoCkované
kmenem FTPBAT degradujici PBAT a Ecoflex a kmenem FTPLA degradujici N_PLA)

vyjmuto z lazn¢ s udrzovanou teplotou 58 °C.

U lahvi obsahujici polyester PBAT a Ecoflex byl vidét rozdil v zakalu oproti slepému
pokusu (nezaoCkovany kmenem mikroorganismu) a také byly pozorovany pomnozené Ku-
lovité kolonie kment mikroorganismi. Tudiz je ziejmé, Ze v téchto dvou podminkach dany
kmen mikroorganismu rostl. Nicméné vysledek byl neuspokojivy z toho titulu, ze kmen
rostl v kulovitych makroskopickych koloniich, pfi¢emz my bychom chtéli idedlné homo-
genni suspenzi. U 1ahvi obsahujicich N_PLA nebyl vidét vyrazny rozdil v zakalu oproti
slepému pokusu a ani nebyly pozorovany vzniklé kolonie mikroorganismii a proto tyto
kmeny nebyly dale pouzivany. Z toho plyne zavér, ze kmeny se nepodafilo tim to zplso-

bem kultivovat.
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10 HODNOCEN{ BIODEGRADACE N _PLA, PBAT A ECOFLEXU
CISTYM KMENEM MIKROORGANISMU

Tento experiment byl provadén s cilem navrhnout metodiku postupu pii biodegradaci
vybranych polyestert ¢istym kmenem mikroorganismt. Jelikoz jsme se presvédcili, ze se
kmeny mikroorganisma v tekutém mineralnim médiu s pfidavkem daného polyesteru ne-
rozmnozuji dle naSich pfedstav (viz. kapitola 9), rozhodli jsme se experiment provést

Vv prosttedi sterilniho kompostu zaockovaném danym kmenem mikroorganismti.

V ramci tohoto experimentu bylo pfipraveno celkem 9 biometrickych lahvi (slozeni
viz. kapitola 6.4) ve 3 sériich, z nichz kazda série obsahovala 5 g kompostu, 5 g perlitu, 5
ml mineralniho média a 50 mg polyesteru (N_PLA, PBAT a Ecoflex). Po sterilizaci pfi
teploté 125 °C po dobu 30 minut byly lahve zaockovany Cistym kmenem mikroorganismil
schopnych degradovat dany polyester. Kmen FTPLA byl pouzit pro biodegradaci PLA a
kmen FTPBAT pro biodegradaci PBAT a Ecoflexu. Lahve byly ulozeny do termostatu
s udrzovanou teplotou 58 °C. Byla méfena produkce CO; a spotieba O, pii mineralizaci

daného polyesteru ¢istym kmenem mikroorganismti pomoci plynového chromatografu.

Z grafu (Obrazek 7.) lze vypozorovat nizs§i celkovou kumulativni produkci uhliku u
slepého pokusu, coz bylo ofekavano, nez je tomu u vzorkl danych polyesteri. Kiivky ku-
mulativni produkce uhliku u PBAT a Ecoflexu jsou si navzajem podobné, a kumulativni
produkce uhliku v dobé ukonceni pokusu (44. den) byla u obou polyestertt 40 mg. V rozpo-
ru s predpokladem vykazoval vysterilizovany slepy pokus zna¢nou produkci uhliku, coz

patrn¢ sveéd¢i o tom, ze sterilizace nebyla dokonala.
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Kiivky vyjadiujici kumulativni produkci uhliku u slepého pokusu a N _PLA jsou

znézornény na obrazku 8.
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Obrazek 9. Graf biodegradace vzorkit N_PLA, PBAT a Ecoflexu cistym kmenem

Vv prostiedi kompostu

Z grafu (Obrazek 9.) lze spatfit u vzorku N_PLA béhem prvnich 14 dnid inkubace
rapidni narist biodegradace dosahujici 79 %, kterd v dobé ukonceni pokusu (28. den) do-
sahovala hodnot 83 %. V porovnani s kiivkou na Obrazku 5, kdy byla provadéna biode-
gradace N_PLA v prostfedi kompostu, mizeme pozorovat markantni rozdil u hodnot bio-
degradace ve 14. a 28. dni pokusu. Na druhé strané u vzorkii PBAT a Ecoflex (Obrazek 9.)
si 1ze v§imnout pozvolny narlst biodegradace, kdy ve 14. dni pokusu dosahovala 30 % a
11% u vzorku PBAT a Ecoflexu. Za zminku stoji fakt o pomérné odliSném pribéhu bio-
degradace u vzorkiti PBAT a Ecoflex. U vzorku PBAT vidime ze zacatku (14.den) skoro 3x
rychlejsi biodegradaci, ktera ovS§em v dob& ukonceni pokusu (44.den) dosahuje hodnot ob-
dobnych jako je tomu u vzorku Ecoflex. Musime konstatovat, Ze nedostatek pokusu byl
v chybéjici kontrole sterility kompostu (sterilni kompost nezao€kovany cistou kulturou +

vzorek polyesteru).
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11 POMNOZENI KMENE MIKROORGANISMU DEGRADUJICI
DANY POLYESTER V RUZNYCH TEKUTYCH MEDIICH

Vzhledem Kk tomu, Ze pro praci s izolovanymi degrada¢nimi kmeny mikroorganisma
by bylo vyhodné mit moznost jejich kultivace a ziskéni vétsiho mnozstvi biomasy, napfi-
klad pro zaockovani degradacnich experimentli, byla testovana vhodna tekutd média.
Zkoumané mikroorganismy patii do skupiny aktinomycet, ¢imz byl dan vybér testovanych
médii.

Na zacatku pokusu byla vSechna tekuta média ¢ira. Po 18 dnech byl pokus ukoncen a

nartst mikroorganismu je znazornén v tabulce 8.

Tabulka 8. Vzhled tekutych médii po ukonceni pokusu

Tekuté médium Pouzity kmen Vzhled tekutého média
TYA FTPLA Zakal
TYA FTPBAT Mirny zékal
YEME FTPLA Zakal
YEME FTPBAT Ciry

Poté byla vSechna tekutda média steriln€ zcentrifugovana v nasledujicim cyklu:
e Centrifuga (10 minut, 4 °C, 8000 g)
e Roztrepani ve fyziologickém roztoku (stejny objem jako tekuté médium)
e Centrifuga (10 minut, 4 °C, 8000 g)

Cykly byly provedeny celkem 3x.

Nasledné byla z c¢asti biomasy vytvorena zasobni kultura v 1 ml glycerolu a uscho-

vana v mrazicim zafizeni pro dal$i pouZiti.

Jako nejvhodnéjsi tekuté médium pro pomnoZeni kultury mikroorganismii z naSich
dvou tekutych médii se jevilo TYA médium, soud€ jednak podle vzniku zadkalu a také

podle mnozZstvi biomasy viditelné po centrifugaci.
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Po zaockovani mineralniho agaru s danym polymerem zéasobni kulturou odpovidaji-
ciho kmene nebyl vidén Zadny rist kolonii mikroorganismt, z ¢ehoz jsme usoudili, Ze
Vv tekutych médiich nevyrostla nami poZzadovana kultura mikroorganismu, ale jednalo se
s nejvetsi pravdépodobnosti 0 kontaminaci. Vysledek pokusu ukazal, ze kultivace kment
na kompletnim médium neni pro tyto kmeny vhodna. Je tedy nutné je kultivovat na mine-

ralnim médiu s danym polymerem na némz rostou pouze kmeny degradujici dany polymer.
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12 HODNOCENI BIODEGRADACE NiZKOMOLEKULARNI PLA
CISTYM KMENEM MIKROORGANUSMU V PROSTREDI
STERILNIHO KOMPOSTU

Duvodem uskute¢néni tohoto pokusu bylo zjistit rozdil biodegradace N_PLA ve steril-
nim kompostu nezaockovaném a zaoCkovaném cCistym kmenem FTPLA degradujici dany
polyester. Od vysledku tohoto pokusu byl o¢ekavan viditelny rozdil v hodnotach biodegra-
dace vzorku N_PLA nezaotkovaném a zaoCkovaném c¢istym kmenem mikroorganismu
Vv prostiedi sterilniho kompostu, pficemz u nezao¢kovaného vzorku N _PLA jsou cekéany
zanedbatelné hodnoty biodegradace, z diivodu nepfitomnosti mikroorganismi schopnych
degradovat N_PLA. StéZejnim piedpokladem u tohoto pokusu je dikladné sterilizovany
kompost, jehoz postup sterilizace je popsan v kapitole 6.6. Sterilizace se skladala ze 3 kro-
ka: 1 - sterilizace pfi teploté 125 °C po dobu 30 minut, 2 - inkubace pii teploté 58 °C po
dobu 4 dnti, 3 - sterilizace pii teploté 125 °C po dobu 30 minut.

Jelikoz aktinomycety, jejichz spory jsou schopné ptezivat v nepfiznivych (extrémnich)
podminkach, Zijici v kompostu by mohly negativné ovlivnit (zkreslit) vysledky biodegra-
dace, zvolili jsme 3 cykly sterilizace, za Gcelem eliminace téchto aktinomycet. DalSim du-
vodem dtikladné sterilizace je ziskani prokazatelného rozdilu v biodegradaci N_PLA zaoc-

kované a nezaockované ¢istym kmenem mikroorganismul v prostiedi sterilniho kompostu.

Kumulativni produkce uhliku v prostfedi sterilniho kompostu je zndzornéna na Obraz-
ku 10. U N_PLA zaockované Cistym kmenem mikroorganismi a nezao¢kované jsou vy-
znamng vy$$i nez u slepého pokusu. Oc¢ekavali jsme vSak, Ze N PLA nezaoc¢kovana kme-

nem mikroorganismu a slepy pokus budou mit minimalni produkci uhliku.
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Obrézek 10. Graf celkové kumulativni produkce uhliku vzorkl v prostiedi sterilniho kom-
postu.

Kiivky, vyjadiujici hodnoty biodegradace, nam ukazuji (Obrazek 11), ze vzorek
N_PLA zaockovany ¢istym kmenem mikroorganismi vykazuje po 8 dnech trvani pokusu
57 % biodegradace, kdezto nezaockovany vzorek N PLA vykazuje 30 % biodegradace.
Biodegradace v dobé ukonceni pokusu (25. den) u zao¢kované N_PLA ¢istym kmenem

dosahla hodnoty 78 % a u nezaockované N_PLA na 64 %.
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Obrazek 11. Graf biodegradace N PLA nezaockované a zaockované cistym kmenem

FTPLA v prostiedi sterilnitho kompostu.
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Dale je patrné (z Obrazku 11.), ze kiivky znazornujici procenta biodegradace N PLA
nezaockované a zaockované ¢istym kmenem mikroorganismi jsou, jak jsme predpokladali,
od sebe odlisné, ovSem hodnoty biodegradace N PLA nezaockované kmenem mikroorga-
nismi jsou piili§ vysoké, nez dle naseho ocekavani. Mizeme si tedy dovolit fici, ze sterili-
zace kompostu, skladajici se ze 3 cyklu (popsana v kapitole 6.6) byla nedostate¢na a
v kompostu po sterilizaci byly pfitomny aktinomycety s pteziv§imi spory schopné degrado-
vat N_PLA.

Je zjevné, ze biodegradace N PLA zaockovana Cistym kmenem mikroorganismtii pro-
biha rychleji, nezli je tomu v pfipadé nezaoCkované N _PLA, kdy se na biodegradaci

N_PLA podili mikroorganismy piezivsi sterilizaci kompostu.
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ZAVER

V diplomové praci byla zkoumana biodegradabilita polyesteri PLA, PBAT a
Ecoflex. Nejvétsi pozornost byla vénovana PLA. Tyto polyestery maji podobné vlastnosti
jako bézné pouzivané konvencéni plasty a navic maji tu vyhodu, Ze jsou rozlozitelné

Vv prostiedi kompostu.

Cilem této diplomové prace bylo sledovat biodegradaci vzorkli PLA o rizné mole-
kulové hmotnosti v prostfedi kompostu a kombinaci PLA s rtiznou molekulovou hmotnosti
zjistit, zdali piidavek N PLA ovlivni délku ¢i piitomnost lagové faze vyskytujici se pfi
biodegradaci V_PLA. Pracovalo se s praskovymi formami N PLA a V_PLA, kdy N PLA
byla postupné pfidavana k V_PLA v hmotnostnim poméru 0-20 %. Lahve se vzorky byly
ulozeny do termostatu s udrzovanou teplotou 58 °C po dobu 96 dnti a v piiblizné jednoty-
dennich intervalech byl analyzovan pomoci plynového chromatografu produkovany CO, a
spotfebovany O,. Po vyhodnoceni naméfenych dat se potvrdila pfitomnost lagové faze vy-
skytujici se pti biodegradaci V_PLA, trvajici cca 34 dnil, zfejm¢ zptisobend nutnosti roz-
Stépeni dlouhych fetézch V_PLA na mensi oligomerni fragmenty, které jiz mohou byt
snadnéji degradovany piitomnymi mikroorganismy. Po uplynuti této doby byla rychlost
biodegradace V_PLA mezi 40-60 dnem srovnatelna s rychlosti biodegradace N PLA mezi
0-30 dnem, coz je zfejmé po srovnani smeérnic kiivek biodegradace V_a N _PLA v daném
rozmezi intervalli. Kone¢na hodnota biodegradace V. a N PLA v dob& ukonceni pokusu

byla téméf shodna a dosahovala 80 % (Obrazek 5.).

Piidavek 0-20 hmotnostnich % N_PLA k V_PLA, jenz dle nasi pivodni domnénky
mél vést k indukci enzymii a pomnozeni mikroorganismti schopnych degradovat V_PLA,
coz by mohlo vést ke zkraceni ¢i vymizeni lagové faze, ovlivnil biodegradaci V_PLA ato
tak, ze se biodegradace V_PLA zvySovala s rostoucim zastoupenim N _PLA, ale i nadale

s pfitomnosti lagové faze (Obrazek 6.).

Dale byla testovana moznost kultivace kmenti mikroorganismt a prukaz biodegra-
dace zkoumanych polymert v prostfedi tekutého mineralniho média s ptidavkem suspenze
submikrocastic zkoumanych polymert, které takto pfedstavovaly jediny zdroj uhliku pro
rist mikroorganismi. Po 14 dnech inkubace pii 58 °C ve vodni lazni byl v tekutych médi-
ich, které obsahovaly vzorky PBAT a Ecoflex, vidét zakal oproti slepému pokusu a SOu-

Casné byly pozorovany kulovité kolonie mikroorganismi. Z toho vyplyva, ze v téchto teku-
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tych médiich rostou mikroorganismy degradujici dany polyester, Coz se na druhou stranu
neda fict o médiu S PLA u kterého nebyl evidentni rozdil v zakalu oproti slepému pokusu a
tak mizeme konstatovat, ze v tomto médiu dané¢ kmeny mikroorganismu nerostou. I pies to
vSechno byl vysledek pokusu nedostacujici z toho divodu, ze jsme ocekavali idedln¢ ho-

mogenni suspenzi mikroorganismi namisto kulovitych kolonii mikroorganismd.

V dalsim experimentu byl proveden pokus biodegradace N_PLA, PBAT a Ecoflexu
¢istym kmenem mikroorganisma v prostiedi kompostu. Ptipravené lahve byly po sterilizaci
pti teploté 125 °C po dobu 30 minut zaockovany ¢istym kmenem mikroorganismti degra-
dujici dany polyester a ulozeny do termostatu s udrzovanou teplotou 58 °C. Po porovnani
ktivky zndzornujici biodegradaci N _PLA v lahvich zaockovanych Ccistym kmenem
Vv prostfedi kompostu (Obrazek 9.) a kiivky znazornujici biodegradaci sterilnich lahvi s
N_PLA v prostfedi kompostu (Obrazek 5.) je vidét znacny rozdil v biodegradaci, piicemz
biodegradace N_PLA zaockované ¢istym kmenem dosahuje ve 14. dni inkubace hodnot 79
% naopak nezaockovana N_PLA v prostfedi kompostu 23 %. U vzorku PBAT si Ize po-

v§imnout pocatecni téméf 3x vyssi biodegradaci nez u vzorku Ecoflexu.

Pii testovani tekutych medii YEME a TY A (slozeni kapitola 5.1) pouzitych pro kul-
tivaci degradujicich kment mikroorganismu se jako nejvhodnéjsi ukazovalo TYA médium.
Ale po preockovani na mineralni agar s danym polymerem nebyl vidén rist kolonii, coz
nas dovedlo k tsudku, Ze kultivace téchto kment neni v kompletnim médiu vhodna a je

nutnost je kultivovat na mineralnim agaru s danym polymerem.

VIliv na biodegradaci N PLA zaoc¢kované a nezaockované ¢istym kmenem degradu-
jici N_PLA v prostfedi sterilntho kompostu byl sledovan v poslednim experimentu. Vy-
sledky ukazuji (Obrazek 11.), ze zaofkovani N _PLA ¢istym kmenem FTPLA vede
K rychlejsi biodegradaci nez je tomu v piipadé nezaoCkované N_PLA. OvSem i pfes to
vSechno jsou hodnoty biodegradace u nezaockované N_PLA neadekvatné vysoké, v rozpo-
ru s tim, Ze kompost byl dikladné sterilizovan a tudiz, by se v ném nemély vyskytovat zad-

né mikroorganismy schopné degradace.

Biodegradace PBAT pomoci ¢istého kmene FTPBAT v dobé odevzdani diplomové

préce stale probihala.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ASTM

DNA
GC

ISO

LDPE
MODA

PBAT

PCL
PET
PLA
PVA
ROP
TCD
uv

UI0ZP

Americkd organizace pro testovani a materialy (American Society for Testing

and Materials).
Deoxyribonukleova kyselina
Plynova chromatografie (Gas chromatography).

Mezinarodni organizace zabyvajici se tvorbou norem (International Standard

Organization).
Nizkohustotni polyetylen (Low density polyethylen).
Microbial Oxidative Degradation Analyzer

Kopolymer polybutandiolu s kyselinou adipovou a tereftalovou (Polybuthylene

adipe-co-terephtalate)

Polykaprolakton (Polycaprolactonate).

Polyetylentereftalat (Polyethylenterephtalate).

Polymlécna kyselina (Polylatic acid).

Polyvinylalkohol (Polyvinylalcohol).

Ring Opening Polymerization

Tepelné vodivostni detektor (Temperature capture detector).
Ultrafialovy (Ultraviolet).

Ustav inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostfedi
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SEZNAM PRILOH

Piiloha P I



PRILOHA P I: UKAZKA ZPRACOVANI NAMERENYCH HODNOT
PRO VYSOKOMOLEKULARNI PLA PRI BIODEGRADACI

V KOMPOSTU (VSECHNY NAMERENE HODNOTY JSOU

K DISPOZICI V ELEKTRONICKE PODOBE).

| 100% Vysokomol. PLA

Datum nkubacg TC mC Vhead [Vnastrik| Signal [denniC [kumul. Cpubstr. JDegrad.| Soucet
(dny) |{wiw %)| (mg) {ml) {ul) AL, ul, %] (mg) {mg) (mag) (%) degrad.

0 100 0,00000 0 o o o 1]
4.10.2011 4 100 |249.72000] 6,06624 | 6,06624 | 0,35323 | 1,38561] 1,28561
10.10.2011 10 100 |338.37000]8,07918| 14,1454 | 0,16702 | 0,65497 | 2,04058
14.10.2011 14 100 |187.61000] 4,80713| 18,9526 | 0,21529 | 0,84427 | 288485
20.10.2011 20 100 253,82000] 6,143585 ] 25,0965 | 0,15855 | 0,62176] 3,50661
27.10.2011 27 100 |258,39000|6,32408 | 31,4206 | 0,53020 | 2,07923 ] 5,58583
3.11.2011 34 100 251,368000] 66,2648 | 37,7854 | 0,73890 ) 3,09374 ) 8.E7IST
14.11.2011 45 100 488 25000 9,40851 | 47,1939 | 4 72023 | 18,5107 | 27,19028
21.11.2011 52 100 |365,96000| 7,57464 | 54,7685 | 315465 [ 12,3713 | 39,56157
29.11.2011 60 100 |346,22000| 7,650595 | 62,4185 | 2,41914 | 9,48631 | 45,04839
5.12.2011 67 50 51,0 580.0 100 |300,17000] 8,28311 | 68,7026 | 2,13044 | 8,35467 | 57,40306
13.12.2011 T4 100 |279,53000| 5,96661 | 74,6652 | 1,93075 | 7,57168 | 64,97473
22122011 83 100 318,83000) 6,63505 ] 81,3043 | 1,99792 | 7,83499 ) 72,80573
5.1.2012 95 100 |412.79000] 9,14078 | 90,4451 [ 2.66112 | 10,4358 | 83,24548

a 100 0,00000 0 [i] [i] [i] o
£10.2011 4 100 246, 12000] 5,97879 ) 5,97879 | 0,265858 | 1,0509 1,05090
10.10.2011 10 100 |331.,21000| 7,90823| 12,887 |-0,00394] -0,0156 | 1,03533
14102011 14 100 196 34000) 4 77E224 )| 18,6633 | 0,13430 |0, 72883 1,76416
20.10.2011 20 100 |24572000] 5,94788 | 24,8111 |-0,03752] -0,1483 | 161586
27.10.2011 27 100 |255,03000| 6,22979 | 30,8409 | 0,43591 | 1,72297] 3,23883
3.11.2011 34 100 |258.42000| 6,2932 | 37,1341 | 0,71731] 2,8352 | 6,17403
14.11.2011 45 100 |445.25000] 8,94641 | 46,0805 | 4,25813 | 16,8305 | 23,00458
21.11.2011 2 100 |2B5.24000] 5,91631 | 51,9968 | 149636 | 5.91447 | 28,91905
2511.2011 80 100 339,11000) 7,49387 | 59,4307 | 2,26202 | 8,94075 | 37,85583
8122011 &7 50 50,6 580,0 100 309,07000) 64894 | 859801 | 2, 31673 | 9,15705 ) 47.01888
13122011 T4 100 285 11000 8,08572 | 72,0458 | 2 D4988 | 8,10231 ) 55,11919
22122011 83 100 |311.31000]| 6,47355| 76,5244 | 184143 | 7,27837 | 62,38756
5.1.2012 g5 100 |385.82000]8,52291 | 87,0473 | 2.04325 | 8.07609 | 70.47364

0 100 0,00000 0 o o o 1]
4.10.2011 4 100 |241.,31000| 5,861584 | 5,86154 | 0,14503 | 0,67071] 067071
10.10.2011 10 100 |339.55000] 8,10736| 13,9693 | 0,19519 | 0,87845] 1,54317
14.10.2011 14 100 |198.30000| 4,83608 | 18,8054 | 0,24424 | 1,09917 ] 2,64834
20.10.2011 20 100 249 05000 6,02545 | 24 8339 | 0,04309 )1 0,192391 ) 284225
27.10.2011 27 100 |273.,832000| 8,68378 | 31,5227 | 0,69491 | 4,02749] 6,86374
3.11.2011 34 100 |250,09000| 6,09024 | 37,613 | 0,51445]2,31525] 9,15499
14.11.2011 45 100 451.00000) 9,08113 | 46,6741 | 4 37285 19,6798 | 28, 88478
21.11.2011 52 100 |288,91000|5,97386| 52,654 | 1,55990 | 7,02027 | 35,88505
29.11.2011 60 100 |345,30000| 7,63066 | 60,2846 | 2,39881 | 10,7957 | 46,68076
5.12.2011 67 50 50,2 580.0 100 |315,18000] 6,59687 | 66,8815 | 244421 11 57.68080
13.12.2011 T4 100 |301,05000] 6,42556 | 73,3075 | 2,39013 | 10,7566 | 68,43744
22122011 83 100 309.453000) 6, 44047 | 79,7479 | 1,80324 | 8,11586 | 76,53330
5.1.2012 95 100 |400,90000|8,85603 | 88,604 | 2,37627 | 10,6947 | 87,24805
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